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1.は じ め に
 大腸菌を60μM程 度の低濃度 の過酸化水素 に晒
す と約30種 のタ ンパ ク質の合成が誘導 されi,z),結
果 として過酸化水素に対する抵抗性を獲得す るよう




ンパク質によって行われ ることが多 く,大 腸菌では
調節 因子 の一つ と してOxyRが 見 いだ され てい
る5)00xyRは 過酸化水素で誘導 されるタンパ ク質









るタンパ ク質の中にはOxyRに 依存 しない もの も
あ り,OxoRレ ギ ュロン6)な ど他の発現制御機構
の存在 も示唆されている。
 大腸菌の過酸 化水素 に対す る防御機構 はOxyR
やOxoR等 の複数の レギ ュロンが関与す る グロー










プロモーター活性の変動を 耽Zの 発現量,す なわ





長 さが500bp程 度 と短 く扱 いが容易であ ること.
② プロモーター活性を酵素活性に よって検出するた
め,感 度が高い こと.③ 宿主大腸菌の染色体には手
を加えないため,生 育に必須 な遺伝子でも単離が可
能なこと.等 の点で優れてい る。
1[. 実験 材 料 ・方法
1.菌 株 お よび ベ クター
 大腸 菌MCIO61(hsdR mcrB arad139 d(araABG-
leu)7679 dlacX74 galUgalK rspL thi)は,プ ラス
ミドpMS437Cお よびそ の誘 導体 の宿主 と して用い
た。
 プ ロモー ター検索 用 ベ クタ ーpMS437Cは,プ ロ
モー ター領域 を 欠 いたlacZを もち,そ の転 写方 向
に対 して上 流に制 限酵素BamHIの 切断部 位 が一 カ
所だ け存在 す る。 この部 位を 利用 して外来 プ ロモ ー
ターをlacZの 転写 方 向 と同 じ向 きに挿 入す ると,
プ ロモ ータ ー活性 をlacZ産 物 で あ る β一ガ ラ ク トシ











3. 大腸菌染色体か らのプ ロモー ター断片の収集
 大腸菌のもつ遺伝子のプロモーター領域の長 さは
制御領域 を含めてお よそ100～200bpと 考 え られ
る。そこで,染 色体DNAを 適当な制限酵素で消化
して250～500bpの 長 さのDNAを 回収 し,そ の中
からプ ロモ ーター活性 を もつ ものを収集 した(図
1)。 大腸菌K-12株(W3110)の 染色体DNAを
制限酵素Sau3AIで 完全消化 し,ア ガロース'ゲル電
気泳動法に よって250～500by断 片を回収 した。 こ
のDNA断 片をpMS437CのBamHI部位にランダ
ムクローニングし,大 腸菌MC1061に 導入 した。
pMS437Cに プロモーター活性を もつDNA断 片が
挿入 されlacZが 発現す るようになった組換え体は,
糖源を乳糖にしたマ ッコンキ ー寒天培地上で培養す
ると赤色 コロニーを形成する。 この ような組換え体
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図2 7個 の組換え体 のプロモーター活性に対す る過酸化水素添加の効果.初 期の対数増殖期にある組換え
   体の培養液に過酸化水素を1mMに なるように加え(●),ま たは無添加のまま(○),培 養を続けた。
   その後,一 ・定時間 ごとに培養液を一部 と り,β一ガラク トシダーゼ活性の測定を行った。 グラフ縦軸 の
   数値は酵素活性(ミ ラーユニ ット)を 表 し,横 軸は過酸化水素に よる誘導時間を表す。
を収 集 して プ ロモ ー ター コ レクシ ョンと した。
4. プ ロモー ター 活性 の測 定
 プ ロモ ー ター コ レク シ ョンの 中か ら,lacZ産 物
であ る β一ガ ラ ク トシダ ーゼ の活 性 を指標 と して過
酸化 水素 に よって活性が 変動 す る プ ロモ ー ターの選
抜 を行 った。50,ug/ml ampicillinを 含む2×YT培
 36一
地7)に プuモ ーター活性を有す る組換え体 の一晩
培養液を1/100量 加え,37℃ で1時 間振漫培養 した。
その後,過 酸化水素をlmMに なるよ うに加えて
振量培養を続け,一 定時間 ごとに培養液のサ ンプリ
ングを行い β一ガ ラク トシダーゼ活性 の測定に用 い
た。β一ガ ラク トシダ ーゼ活 性 の測 定 は,J.且.
Millerの 方法8)に 若干 の変更 を加 えて行 った9)。
過酸化水素添加時の酵素活性が無添加時のそれ と比




ABI 373A DNAシ ーケンサ ーシステム(パ ーキ ン
エルマー社製)を 用いて行い,既 知遺伝子 とのホモ
ロジー検索はDNAデ ータバ ンクを対象に行 った。
皿.結 果および考察
1.過 酸化 水素 に よ って誘導 され るプ ロモー ター の
  収集
 制限酵素Sau3AIで 完全 消化 した大 腸菌 染色体 を
プ ロモー ター検 索用 ベ クタ ーpMS437Cヘ ラ ンダム
ク ロー ニ ング し,ベ クター の もつIacZが 発現 して
β一ガ ラク トシダ ーゼ 活性 を もつ よ うに な った組 換
え体を収集 す る ことに よ りプ ロモ ータ ー コ レクシ ョ
ンを作成 した。 この 中か ら過 酸化 水素 の添 加(最 終
濃 度lmM)に よる酵 素活性 が無添 加 時 に比 べ て有
意 に 上昇 す る もの を選 抜 した と ころ7個 が 得 られ
(図2),そ れぞ れ,A-2, B-33, B-44, B-19,
D-42,M-48お よびM-3fと した。
 7個 の組 換 え体 に おけ る β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ活
性 の過 酸化 水素 に よる誘 導 パ ター ンを 比較す る と,
活 性値 に ピー クがあ る もの(A-2,B-33, B-44)
とな い もの(B-19,D-42, M-48, M-3f)に 大
別 で きる。A-2, B-33,・..に み られ る活性値
の ピー クはいず れ も誘導 開始 後15分 ～30分 の間 にあ
り,こ の活 性値 は誘 導後1時 間程 度 で過 酸化 水素 無
添 加時 の活性値 まで低下 した。 この誘導 パ ター ンは
OxyR支 配下 の遺伝 子ka tG(大 腸 菌 の カ タ ラーゼ,
HPIの 遺伝 子)の 誘 導 パ ター ンと よ く似 て お り,
さ らに,OxyR支 配下 の遺 伝子 は誘 導後30分 以 内に
その発現 量 が最 大に な る3・4)と い う性質 に も合 う。
この こ とか ら,こ れ らの プ ロモ ー ター活 性 はOxyR
に よ り制御 され てい る可 能性 が あ る。 一方,B-19,
D-42,M-48, M-3fの プ ロモ ー ター活 性 には ピー
クはみ られなか った ことか ら,OxyR以 外 の調節 因
子 が関与 してい ると思わ れ る。
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2.得 られ たプ ロモー ター断 片 と既知 遺伝 子 との相
  同性 検索
 本研 究 で用 いた選抜 方 法で 得 られ た プ ロモータ ー
は,精 確 には プ ロモ ータ ー活 性 を有 す るDNA断 片
なの で,こ れ らの プロモ ータ ー活 性 が どの よ うな遺
伝子 の発 現 に関 与 して い る の か を 調 べ る必 要 が あ
る。そ こで,7個 の組 換 え体 にお い てベ クターに挿
入 され たDNA断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し, DNA
デー タバ ンクを用 いて染 色体 上 の位置 付け お よび既
知遺伝子 との相同性検 索 を行 った(図3)。
A-2.染 色体 上56分 に位 置す る遺 伝 子ung'o)の 下
流 に,そ の転 写 方 向 と同 じ向 き に存 在 してい た。
A-2の 下 流 に は 有望 なORF(open reading frame,
塩基配 列か らタ ンパ ク質 を コ ー ドす る と予想 され る
が遺伝子 と して同定 され てい ない領 域)は 見 つか ら
なか った が,ungとA-2の 間に は1260 baseか ら
な るORFが あ り11),3"領 域 をungと 重 複 す る形
で存在 してい る。A-2は このORFの5'領 域 と重
な ってい るので,A-2に あ る プ ロモ ー タ ーがoxyR
プ ロモー タ ー9)と 同 じ よ うに両 方 向の転 写 活性 を
有 していれば,こ のORFは 遺 伝 子 の可能性 が ある。
また,ungはDNA修 復 酵素 の一つ で あ る ウラシル
DNAグ リコシ ラーゼを コー ドす る遺伝 子 な ので,
この発 現 にA-2の プ ロモ ー ター活 性が 関与 してい
る可能性 もあ る。
B-33.染 色 体上0分 に位 置す る遺 伝子thrC12)の 約
3000base下 流 に あ る,954 baseか らな るORFI3)
の後半 の塩 基配 列に一致 し,転 写方 向 も同 じであ っ
た。thrCとB-33の 間 に も777 baseか らな るORF
が逆 向 きに存 在 してい る13)が,そ の5'末 端 とB-
33は2000base以 上 離れ て い るの で, B-33が これ ら
のORFの プ ロモ ータ ーを含 ん で い る可 能 性 は低
い。
B-44.染 色体 上12分 に位 置 す る遺 伝 子nfyA 14)の
下 流に,そ の転写 方向 とは逆 向 きに存在 して いた。
B-44に つ なが るORFは 見つ か らない こ とか ら,こ
の プ ロモ ーターの機能 は不 明 であ る。
B-19.染 色体上3分 に位 置 す る,2322baseか らな
るORFの 上 流 に,そ の転写 方 向 と同 じ向 きに存在
してい た。 このORFはMucor circinelloidesの 遺伝
子leuA15)と 相 同性が高 いが,大 腸 菌 では遺 伝子 と
して 同定 され て い ない。leuAは ロイ シ ン合 成酵素
の一 つ を コー ドしてお り,こ のORFも 同様 の機能
を持つ タ ンパ ク質 を コー ドしてい る と推測 され る。
B-19は,こ のORFの プ ロモ ー ターを含 んで い ると
考 え られ る。
平成8年12月(1996年) 37
図3 7個 のプロモーター断片 と近傍にある遺伝子の構成.網 掛けの矢印の長さはプ ロモーター断片の範囲
   を,向 きは検出 されたプロモーター活性の向きを示す。白抜 きの矢印は既知遺 伝子 またはORFの 開   始コ ドンから終止 コ ドンまで と,転 写方向を表す。
D-42.大 腸 菌 染 色 体 上88分 に 位 置 す る遺 伝 子
sodAis)の 上 流 に,そ の転 写 方 向 と同 じ向 きに存 在
して い た。sodAの プ ロ モ ー タ ー領 域 は制 限酵 素
Sau 3 AIで 消 化 す る と496bpの 断 片 と して得 ら
れ17),D-42の 塩 基 配 列 は この496 bp断 片 と完 全 に
一致 した 。sodAはMn-SODを コー ドす る遺伝 子
で18),そ の発現はOxyRを 含 む複数の調節因子によ
って制御 されている19)。今回得られたD-42の 過酸
化水素に よる誘導パター ンにOxyR支 配下の遺伝
子の特徴的なピークがみ られ なか ったのは,他 の調
節因子が関与 したため と考え られ る。
M-48.大 腸 菌 染色体 上94分 に位 置す る遺伝子
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図4 7個 のDNA断 片の染色体地図。今回得られた プロモーター断片の染色体上 の位置を外側に,こ れ ま
   でにわかっている活性酸素防御機構に関係する遺伝子の位置をその内側に示 した。
ampC20,2i)の 下流に,そ の転写方向 と逆向きに存在
していた。ampCは β一ラクタマーゼの うちセ ファ
ロスポ リナーゼを コー ドす る遺伝子であるが,通 常
は発現 していない と考えられ る。  .・はampCの
3"領 域 と重複 しているので,こ の遺伝子の発現機
構にM-48の プロモーター活性が関与 してい る可能
性がある。
M-3#.大 腸菌染色体上41分 に位 置す るオペ ロン
ruvAとruvBzz)の 上流 に,そ の転写方向 と同 じ向
きに存在 してお り,こ のオペ ロンの プロモーター領
域 とその上流約300baseを カバ ーしていた。 ruvA
とyuvBは ともにDNAの 組換え修復に関係する酵
素を コー ドし,SOS応 答で誘導 され ることがわか
っている。本研究で用いた誘導条件(1mM過 酸
化水素)で は,大 腸菌がSOS状 態に陥 っている可
能性があるため,低 濃度(50～100;uM)の 過酸化
水素で誘導パ ターンを調 べた ところ1mMの とき
と同様の結果 が得 られた。ruvAとruvBはDNA
修復酵素の遺伝子なので,過 酸化水素に よって も誘
導 されると考えられ る。
 以上のように得られた7個 のDNA断 片の染色体
上の位置(図4)お よび,そ れ らの近傍の遺伝子構













 活性酸素に よって誘導 され るプロモーターの探索
を,大 腸菌染色体のプロモーター検索用ベ クターへ
のラ ンダムクローニ ングに よ り作成 した プロモー
ターコレクシ ョンを用いて行い,7個 のクローンを
得た。
 得 られ た ク ロー ンの塩基 配列 を決定 し,DNA
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